



































は，tangeretin のヒト肝 Ms での代謝を調べ，ヒト肝で
も同様に酸化的脱メチル化反応が起こることを明らかに
した19）。これまで当研究室でも，柑橘果皮成分である


















In vitro Metabolism of 3,5,7,8,3',4'-Hexamethoxyflavone
by Rat Liver Microsomes
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ト肝 Ms による in vitro 代謝を調べた。また，代謝に













　GHM の合成は gossypetin 48 mg をアセトン20 mL，








ラム，Mightysil RP-18（250 × 4.6 mm i.d.，5μm 粒
径）；移動相，Ａ液0.1％ギ酸，Ｂ液100％アセトニトリ
ル，Ｂ液濃度20％ - 60％（10 min）- 60％（8 min）- 
100％（7 min）- 20％（5 min）；流速，1.0 mL/min；
検出波長，340 nm。LC-MS の分析条件は次の通りで
ある。分析機器，LCMS-8030（島津製作所製）；カラ
ム，Shim-pack XR-ODS Ⅱ（150 × 2.0 mm i.d.，2.2
μm 粒径）；カラム温度，40℃；移動相，Ａ液0.1％ギ
酸，Ｂ液100％アセトニトリル，Ｂ液濃度20％ - 60％








Mightysil RP-18 GP（250 × 20 mm i.d.，5μm 粒径）；







mg/kg/day の用量で，MC はコーン油に溶解し20 mg/








　ラット肝 Ms による GHM の代謝は既報20）に準じて
行 っ た。 す な わ ち，dimethylsulfoxide に 溶 解 し た0.2 
mM GHM を NADPH 生 成 系（0.33 mM NADP，5 mM 
G-6-P，G-6-PD 1.0 unit），6 mM MgCl2，ラット肝 Ms
（1 mg protein） お よ び100 mM HEPES 緩 衝 液（pH 
7.4）とともに合計1 mL とし，37℃で20 min インキュ
ベートした。その後，冷メタノール3 mL で反応停止し，













す。LC-MS の結果，gossypetin は保持時間5.51 min に
検出され，分子量は m/z 319 [M+H] ＋であった。時間経
過とともに，m/z 333 [M+H+14] ＋，347 [M+H+28] ＋，
361 [M+H+42] ＋，375 [M+H+56] ＋，389 [M+H+70] ＋
および403 [M+H+84] ＋のピークが検出され，最終的に
270 min でほとんどが GHM（m/z 403）に変化し，そ








　GHM をラット肝 Ms および NADPH 生成系とともに，
37℃で好気的に20 min 反応させた。Fig. 3に生成され
た GHM 代謝物の HPLC クロマトグラムを示す。
　GHM は保持時間14.56 min に検出されたが，その代
謝物と思われるピークが，未処理 Ms で５種類，PB 前
処理 Ms で７種類，MC 前処理 Ms で９種類および DEX
前処理 Ms で８種類検出された。基質の GHM よりも早
く溶出された６種類のピークを GHM に近い順から，そ
れぞれ M1（保持時間14.15 min），M2（13.79 min），
M3（12.78 min），M4（12.50 min），M5（11.22 min）
および M6（10.87 min）とした。一方，遅く溶出され
たピークを BM1（15.79 min），BM2（16.08 min）お
Fig. 2　Time course of methylation of gossypetin by dimethyl sulfate.
Fig. 3　HPLC chromatograms of GHM and its metabolites formed by liver microsomes of untreated (A), 





























































の結果を Fig. 4に示す。未処理 Ms では，M3が主代謝物
であり，その生成活性は0.14 nmol/min/mg protein で
あった。次いで，M4，M6，BM3および M1が，それぞ
れ0.08，0.04，0.01お よ び0.01 nmol/min/mg protein
であった。また，PB 前処理 Ms では，未処理 Ms と同
様に M3が最も多く生成され，未処理 Ms の2.6倍であっ
た（0.35 nmol/min/mg protein）。 さ ら に，M1，M4，
M6お よ び BM3も 未 処 理 Ms の そ れ ぞ れ，1.5倍，2.1
倍，2.1倍および4.5倍に増加した。なお，新たに M5お
よび BM1が生成され，その生成活性はそれぞれ，0.02
および0.01 nmol/min/mg protein であった。一方，MC
前処理 Ms では，M4が最も多く，未処理 Ms の5.7倍
に 増 加 し た（0.45 nmol/min/mg protein）。 ま た， 新
たに BM2および M2が検出され，それぞれ0.16および
0.08 nmol/min/mg protein であった。なお，M4以外で
は M1，BM3および M6が未処理 Ms のそれぞれ18.4倍，
4.0倍および1.7倍と顕著に増加した。さらに，DEX 前
処理 Ms では，M4が最も多く，未処理 Ms の6.0倍に増





謝反応液を LC-MS/MS にて分析した。その結果を Table 
1に示す。GHM は，m/z 403 [M+H] ＋として検出された
が，M4，M3および BM3は m/z 389 [M+H-14] ＋である
ことから一脱メチル化体，M6，M5，BM1および BM2
は m/z 375 [M+H-28] ＋であることから二脱メチル化体，
M2は m/z 361 [M+H-42] ＋であることから三脱メチル化





Ma らは，フラボノイド類を LC-MS/MS で分析すると，
逆ディールス・アルダー開裂によりＡ環由来とＢ環由来
のフラグメントイオンが検出されることを報告した25）。
Fig. 5および Table 1に GHM および代謝物の結果を示す。










　今回， CYP 誘導剤前処理ラット肝 Ms による GHM の
代謝を調べた。LC-MS/MS の結果から推定した GHM の




Fig. 4　Effect of CYP inducers on GHM metabolism by rat liver microsomes.
Con represents liver microsomes of untreated rats. Each bar represents mean 

























































































1st oxidation 2nd oxidation 3rd oxidation
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B-ring fragment ion（m/z） Postulated
structure165 151 137
M6 5.97 375 [M+H-28] ＋ Di-demethylation 〇 7,4'-diOH
M5 6.07 375 [M+H-28] ＋ Di-demethylation 〇 3',4'-diOH
M4 6.84 389 [M+H-14] ＋ Mono-demethylation 〇 7-OH
M3 7.04 389 [M+H-14] ＋ Mono-demethylation 〇 4'-OH
M2 7.68 361 [M+H-42] ＋ Tri-demethylation 〇 5,7,4'-triOH




GHM 8.04 403 [M+H] ＋ 〇
BM1 8.82 375 [M+H-28] ＋ Di-demethylation 〇 5,7-diOH
BM2 9.41 375 [M+H-28] ＋ Di-demethylation 〇 5,4'-diOH
BM3 11.76 389 [M+H-14] ＋ Mono-demethylation 〇 5-OH
Fig. 5　The MS/MS pattern of GHM and the retro Diels-Alder fragmentation at the C-ring of GHM 
and its metabolites under collision-induced dissociation.






　BM3，M4お よ び M3は，m/z 389 [M+H-14] ＋ を 有
することから一脱メチル化体であった。また，BM3
と M4ではＢ環由来のフラグメントイオン m/z 165が，
M3では m/z 151が検出された。Ma らは，kaempferol














れ ら の こ と か ら，BM3は5-OH-3,7,8,3',4'-pentaMF で
あると推定された。Ａ環に複数のメトキシ基をもつ
nobiletin（5,6,7,8,3',4'-hexaMF） お よ び tangeretin
（5,6,7,8,4'-pentaMF）では，Ａ環６位または７位が脱
メチル化された代謝物が生成される19-21）ことから，M4


















び m/z 137であった。なお，m/z 137はＢ環が二脱メ
チル化されたことを示している。以上のことから，M6




















体），M2（5,7,4'-triOH 体）および M5（3',4'-diOH 体）
が著しく増加した。以上のことから，これらの生成に
は MC 誘導性 CYP1A 酵素が関与すること，また，推定
された代謝物の構造から，５位，７位および4' 位脱メ
チル化とともに６位水酸化も強く触媒することが示唆さ
れた。PB 前処理では M3（4'-OH 体），M4，M6（7,4'-
diOH 体）および BM3（5-OH 体）が２～５倍に増加し
たことから，PB 誘導性の CYP2B 酵素の関与が示唆さ
れ た。DEX 前 処 理 で は M4，M3，BM3お よ び BM1が
有意に増加したことから，これらの生成には DEX 誘導
性 CYP3A 酵素の関与が示唆された。以上のことから，

















の2.6倍 ），M4（2.1倍 ），M6（2.1倍 ） お よ び BM3
（4.5倍）が有意に増加した。MC 前処理では，M4
（5.7倍 ），M1（18.4倍 ），M6（1.7倍 ），BM3（4.0
倍）および BM1が有意に増加し，M2および BM2が
新たに生成された。DEX 前処理では， M4（6.0倍），
M3（1.8倍 ），BM3（10.3倍 ），M1（2.4倍 ） お よ び
BM1が有意に増加した。
　以上の結果から，GHM の代謝には，CYP1A 酵素，









   In vitro metabolism of gosspetin hexamethyl ether 
(GHM, 3,5,7,8,3',4'-hexamethoxyflavone), a flavonoid 
present in the peels of Citrus miaray, was examined 
using rat liver microsomes (Ms) and effects of three 
cytochrome P450 (CYP) inducers, phenobarbital (PB), 
3-methylcholanthrene (MC) and dexamethasone (DEX), 
on GHM metabolism was also examined.  Five, seven, 
nine and eight metabolites were produced by liver Ms 
from untreated, PB-treated, MC-treated and DEX-treated 
rats, respectively.  They consisted of three mono-
demethylated (M4, M3 and BM3), four di-demethylated 
(M6, M5, BM1 and BM2), one tri-demethylated (M2) 
and one hydroxy-mono-demethylated metabolites 
(M1).  M3, M4 and M6 were main metabolites in the 
liver Ms of untreated and PB-treated rats.  PB treatment 
increased M3, M4, M6 and BM3 significantly.  MC 
treatment increased M4, M1, M6, BM1 and BM3, and 
also produced M2 and BM2 newly.  DEX treatment 
increased M4, M3, BM3, M1 and BM1.  These results 
suggest that CYP1A, CYP2B and CYP3A enzymes 
induced by MC-, PB- and DEX-treatments are most 
important in GHM metabolism.
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